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(54) Title: MOLECULAR MARKERS FOR HEPATOCELLULAR CARCINOMA 

(54) Bezeichnung: MOLEKULARE MARKER BEIM HEPATOZELLULAREN KARZINOM 



(57) Abstract: The invention relates to molecular markers occurring for hepatocellular carcinoma. The invention more particularly 



comprises gene sequences or peptides coded thereby which can be regulated upwards or downwards for hepatic cell carcinoma 
^T) (HCC) in relation to healthy, normal liver cells in the expression thereof. The invention also relates to the use of said sequences in 
the diagnosis and/or therapy of HCC and for screening purposes in order to identify novel active ingredients for HCC. The invention 
JjH also relates to an HCC specific cluster as a unique diagnostic agent for HCC. 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft molekulare Marker, die beim hepatozellularen Karzinom auftreten. 
Sie umfasst insbesondere Gensequenzen bzw. davon codierte Peptide, die beim Leberzellkarzinom (HCC) gegenuber gesunden, 
normalen Leberzellen in der Expression herauf- oder herabreguliert sind, sowie die Verwendung dieser Sequenzen zur Diagnose 
oder/und Therapie von HCC sowie zum Screening zur Identifizierung neuer Wirkstoffe fur HCC. Weiterhin betrifft die Erfindung 
ein HCC-spezifisches Cluster als einzigartiges diagnostisches Mittel fur HCC. 
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Molekulare Marker beim hepatozelfularen Karzinom 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft molekulare Marker, die beim 
bepatozellularen Karzinom auftreten. Sie umfasst insbesondere 
Gensequenzen bzw. davon codierte Peptide, die beim Leberzellkarzinom 
(HCC) gegenuber nicht malignen bzw. normalen Leberzellen in der 
Expression herauf- oder herabreguliert sind, sowie die Verwendung dieser 
Sequenzen zur Diagnose oder/und Therapie von HCC sowie zum Screening 
zur Identifizierung neuer Wirkstoffe fur HCC. Weiterhin betrifft die 
Erfindung ein HCC-spezifisches Cluster als einzrgartiges diagnostisches 
Mittel fur HCC. 

Das primare Leberzellkarzinom (HCC) (siehe z.B. M. Sterneck, Atiologie des 
hepatozellularen Karzinoms, Der Internist, 41 (2000) 185-190; K. Okuda, 
Heptacellular carcinoma, J. Hepatology 32 {suppi. 1) (2000) 225-237) 
steht weltweit an funfter Stelle innerhalb aller malignen Tumoren. 1990 
wurde die Inzidenz dieses Tumors auf ca. 500.000 Falle weltweit 
geschatzt. Das HCC-Vorkommen steigt nach wie vor in vielen Landern sehr 
stark an, vor allem in Japan und in westlichen Landern wie den USA (H. El- 
Serag, The New England Journal of Medicine, 340 (10) (1999) 745-750) 
und in Europa, hier vor allem in Sudeuropa. Der Anstieg ist hauptsacblich 
durch die weltweit zunehmende Verbreitung der wesentlichen Ursachen fur 
HCC ■ der Virushepatitis B und C - bedingt. 

Die molekularen Mechanismen der Hepatokarzinogenese sind bislang nur 
unvollstandig verstanden. Genetische Veranderungen sind zwar 
beschrieben worden, deren Relevanz aber bis heute trotz zahlreicher 
Untersuchungen nicht exakt einzuordnen ist. 
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Die Fruherkennung eines HCC ist von entscheidender Bedeutung fur das 
Oberleben der betroffenen Patienten. Die 5-Jahresuberlebensrate bei 
diesem Tumor liegt weltweit bei nur 2 %. Die Prognose des primaren 
Leberzellkarzinoms ist direkt von seiner GrdSe und Tumorknotenanzahl bei 
Diagnosestellung abhangig. Die schlechte Uberlebensrate und die spate 
Diagnosestellung sind vor allem auf die relativ unspezifischen 
diagnostischen Moglichkeiten, die bisher zur Verfugung stehen, und die 
damit oft zu spate Tumorerkennung zurCickzufuhren. 

Die bisherige Diagnostik beruht vor allem auf drei Verfahren (siehe z.B. K.P. 
Maier, Hepatitis-Hepatitisfolgen, Kap. 14.6 "Hepatozellulares Karzinom 
(HCC)", Thieme Verlag, S. 339-363; A. Aguayo et al., "Liver Cancer" in 
Current and Future Treatment Therapies for Liver Disease, Clinics in Liver 
Disease, Vol. 5 (2), 2001, S. 479-502). 

1 . Serologic 

Die serologische Bestimmung erfolgt mit Alpha-Fetoprotein (AFP), eines in 
30 % aller Leberkarzinome uberexprimierten und ins Blut sezernierten 
Proteins. Jedoch produzieren zwei Drittel der HCCs kein AFP bzw. zeigen 
k e j ne erhohten AFP-Werte. Somit ist der AFP-Marker ein ineffizienter 
Marker fur die Fruherkennung. Neuere Ansatze wie Enzymtests mit Des-p- 
carboxy Prothrombin {PIVKA ll) f haben keinen entscheidenden Vorteil 
gebracht und sich nicht etablieren konnen. 

2. Bildgebende Verfahren 

Bei den bildgebenden Verfahren stehen vor allem Ultraschall und 
Computertomografie zur Verfugung. Diese Diagnostik ist jedoch relativ 
unspezifisch und fuhrt erst in fortgeschrittenen Stadien des Tumors zu 
sichtbaren und damit richtungsweisenden Veranderungen. 
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3. Histologie 

Es besteht die Mdglichkeit der invasiven Diagnostik mit Gewinnung einer 
Gewebeprobe mittels Feinnadelpunktion der Leber zur histologischen 
Analyse. Neoplastische Veranderungen in der Leber sind haufig nicht 
eindeutig erkennbar und bisweilen gegenuber anderweitigen pathologischen 
Veranderungen wie Regeneratknoten bei Zirrhose oder Leberzelladenomen 
sehr schwer Oder uberhaupt nicht abgrenzbar. Weiterhin ist die Beurteilung 
von histologischen Praparaten untersucherabhangig und unterliegt damit 
einer deutlichen Variability. 

Alle diagnostischen Verfahren zeigen deutliche Mangel und sind fur das 
spate Erkennen eines Leberzellkarzinoms mitverantwortlich. Somit besteht 
von medizinisch-klinischer Seite ein eindeutiger Bedarf an Tumormarkern 
mit sehr hoher Sensitivitat und Spezifitat fur HCC. 

Parallel zur problematischen Situation in der Diagnostik sind auch bisher 
bekannte Therapien des HCC weitgehend ineffektiv (siehe z.B. A. Grothey. 
Systemische Therapie des hepatozellularen Karzinoms, Der Onkologe, 6 
(2000) 327-335). Die klassischen Verfahren der Radiochemotherapie 
zeigen keinen Effekt beim HCC. Invasive Verfahren wie die 
Chemoembolisation, die Ethanolinjektion oder Radiofrequenzablation sind 
aufwendig und fuhren nur extrem selten zu einer Heilung dieses Tumors. 
Chirurgische Interventionen wie Leberteilresektionen zeigen insbesondere 
bei kleinen Tumoren bessere 5-Jahresuberlebensraten, jedoch bleibt die 
einzige definitive kurative Therapie die Lebertransplantation. Nicht zuletzt 
aufgrund des Mangels an Spenderorganen kann diese therapeutische 
Option nur sehr selten zur Therapie von Tumoren eingesetzt werden. 

Deshalb sind fur die Therapie des HCC dringend neue und innovative 
Ansatze notwendig. Es existieren mittlerweile intensive 
Forschungsaktivitaten im Bereich der Gentherapie, diese Entwicklung 
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schreitet aber nur sehr langsarn voran und wird in naher Zukunft klinisch 
nicht zur Verfugung stehen. Neue molekulare Ansatze kdnnen diesen 
Forschungsbereich entscheidend vorantreiben und somitgentherapeutische 
und tumorimmunologische Ansatze auch klinisch realisierbar machen. 



Es ist bekannt, dass das Entstehen von Krebs ein Prozess ist, bei welchem 
sehr viele und verschiedene genetische Veranderungen stattfinden und 
miteinander interagieren. Dies zeigt sich z.B. in der Aktivierung oder 
Uberexpression von Onkogenen und Inaktivierung bzw. komplettem Verlust 
von Tumorsuppressorgenen in den entsprechendert Tumorzellen. Zahlreiche 
Untersuchungen konnten Veranderungen in Onkogenen und Anti- 
Onkogenen sowie den Verlust von Heterozygosity von Chromosomen beim 
HCC zeigen, jedoch ist bislang kein koharentes Muster solcher genetischen 
Veranderungen beim HCC definiert worden. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es deshalb, neue 
Tumormarker fur HCC bereitzustellen, sowie neue Moglichkeiten fur die 
Therapie von HCC aufzuzeigen. 



Diese Aufgabe wird erfindungsgemafc gelost durch die Verwendung 
mindestens einer Nukleinsaure, die (i) in Tabelle 1 oder in Tabelle 2 gezeigt 
ist, (ii) einer Sequenz aus (i) im Rahmen der Degeneration des genetischen 
Codes entspricht, (iii) eine Teilsequenz einer Sequenz aus (i) oder/und (ii) 
mit einer Lange von mindestens 25, yorzugsweise mindestens 50 und mehr 
bevorzugt mindestens 1 00 Nukleotiden aufweist, (iv) mit einer Sequenz aus 
(i), (ii) oder/und (Hi) unter stringenten Bedingungen hybridisiert oder/und (v) 
eine zu einer Sequenz aus (i), (ii), (iii) oder/und (iv) komplementare Sequenz 
aufweist, oder eines von einer solchen Nukleinsaure codierten Polypeptids 
als Target fur das hepatozellulare Karzinom (HCC). 
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Der Ausdruck "Hybridisierung unter stringenten Bedingungen" wird hierin 
verwendet, wie bei Sambroo.k et al. (Molecular Cloning, A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), 1.101-1.104) 
verwendet. Bevorzugt liegt eine stringente Hybridisierung gemafi der 
vorliegenden Erfindung vor, wenn nach Waschen fur eine Stunde mit 1 x 
SSC und 0,1 % SDS bei 50 °C, bevorzugt bei 55 °C, mehr bevorzugt bei 
62 °C und am meisten bevorzugt bei 68 °C und mehr bevorzugt fur 1 
Stunde mit 0,2 x SSC und 0,1 % SDS bei 50 °C, bevorzugt bei 55 °C, 
mehr bevorzugt bei 62 °C und am meisten bevorzugt bei 68 °C noch ein 
positives Hybridisierungssignal beobachtet wird. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde ein neues Verfahren der 
modernen Genomforschung benutzt, um uber- und unterexprimierte Gene 
bei Leberkarzinomen zu identifizieren. 

Mit Hilfe dieser erst jungst etablierten DNA Chip-Technologie (siehe z.B. P. 
Brown et al., Nature Genetics Supplement, 21 (1 999) 33-37; K, Cole et al., 
Nature Genetics Supplement, 21 (1999) 38-41; R. Lipshulz et al., Nature 
Genetics Supplement, 21 (1999) 20-24) ist es gelungen, mehrere tausend 
Gene zu ermitteln, die in Lebertumoren von verschiedenen Patienten 
signifikant uber- oder unterexprimiert waren. Durch die anschliefcende 
Softwareanalyse lieften sich Gruppen von mehreren hundert Genen 
bestimmen, die konsistent, d.h, in samtlichen (100 %) oder den meisten 
(80 % bzw. 60 %) der Leberkarzinome uber- oder unterexprimiert sind 
(siehe hierzu auch die Tabellen 1 und 2). Samtliche dieser mit Hilfe der 
Genchipanalyse identifizierten Gene werden bei Vorliegen eines HCC 
haufiger und konsistenter uberexprimiert bzw. unterexprimiert als der 
derzeit klinisch zur Verfugung stehende und routinemaftig angewandte AFP 
Marker. 



Deshalb stellen die im Rahmen der vorliegenden Erfindung identifizierten 
Gene wirkungsvolle Targets fur HCC dar. Besonders bevorzugt werden die 
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Gene der Tabelle 1A oder/und die Gene der Tabelle 2A verwendet, bei 
denen eine Expressionserhdhung bzw. Expressionserniedrigung in 100 % 
der untersuchten Patienten festgestellt worden ist. Fur viele Anwendungen 
ist es jedoch bereits ausreichend, mindestens ein Gen der Tabelle 1C 
oder/und 2C einzusetzen, also Gene, bei denen eine erhohte bzw. 
verminderte Expression in mindestens 60 % der untersuchten Patienten 
festgestellt worden ist. Etwas mehr bevorzugt ist die Verwendung der 
Gene, die in den Tabellen IB oder/und 2B dargestellt sind, wobei es sich 
hier urn Gene handelt, die bei mindestens 80 % der untersuchten Patienten 
herauf- oder herabreguliert waren. 

ErfindungsgemSR bevorzugt werden Gene eingesetzt, die, verglichen mit 
nicht krebsartigen bzw. normalen Leberzellen urn einen Faktor von 
mindestens 1 ,5 herab- bzw. heraufreguliert sind, mehr bevorzugt urn einen 
Faktor von mindestens 2, noch mehr bevorzugt urn einen Faktor von 
mindestens 3 und am meisten bevorzugt um einen Faktor von mindestens 
4. 

Wahrend bereits durch die Verwendung eines einzigen, in der vorliegenden 
Erfindung tdentifizierten Gens in Zusammenhang mit HCC Verbesserungen 
erhalten werden, konnen weitere vorteilhafte Wirkungen durch 
Verwendung von mehreren der erfindungsgemafS aufgefundenen Gene, 
insbesondere von mindestens 10, mehr bevorzugt von mindestens 50, 
noch mehr bevorzugt von mindestens 100, noch mehr bevorzugt von 
mindestens 150 und am meisten bevorzugt von mindestens 200 Genen 
erzielt werden. Erfindungsgemafc bevorzugt werden die aufgefundenen 
Gene zu Gruppen zusarnmengefasst, die fur HCC spezifisch sind und erne 
eindeutige Unterscheidung von HCC zu anderen Zellen, auch anderen 
pathologisch veranderten Zellen erlauben. 

Mit diesen identifizierten Gruppen von Genen lassen sich eindeutige 
Erkennungsmerkmale fur die Diskriminierung von verschiedenen (Leber- 
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)Tumoren identifizieren. So konnte durch Clusteranalyse ein HCC - 
spezifisches Muster fur die Diagnostik von HCC positiven Gewebeproben 
gegeniiber anderen Gewebemustern der Leber identifiziert werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform werden mindestens 150 
Gene eingesetzt, mit denen eine besonders gute Differenzierung erreichbar 
ist, namlich die Gene Nr. 1 bis 55 in Tabelle 1 A, die Gene Nr. 46 bis 75 in 
Tabelle 1B sowie die Gene Nr. 1 bis 63 in Tabelle 2A sowie die Gene Nr. 
64 bis 75 in Tabelle 2B. Bei diesem Satz werden 75 heraufregulierte und 
75 herabregulierte Gene eingesetzt. wobei mittels Clusteranalyse eine 100 
%-ige Differenzierung zwischen Tumorlebergewebe und nicht malignem 
Lebergewebe moglich ist. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform 
werden alle in den Tabellen 1A, 1B, 1C und 2A, 2B und 2C aufgefuhrten 
Gene eingesetzt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform werden die in den Tabellen 
1A, 18, 2A und 2B aufgefuhrten Gene eingesetzt und in einer weiteren 
bevorzugten Ausfiihrungsform die in den Tabellen 1A und 1 B aufgefuhrten 
Gene, d.h. alle in 100 % der Falle herauf- bzw. herabregulierten Gene. 

Weiterhin ist es bevorzugt, mindestens 10, insbesondere mindestens 20 
und noch mehr bevorzugt mindestens 30 Gene der Tabelle 1 A oder/und der 
Tabelle 2A einzusetzen und gegebenenfalls zusatzlich weitere. 
insbesondere mindestens 10. bevorzugt mindestens 20 und noch mehr 
bevorzugt mindestens 30 Gene aus den Tabellen 1B oder/und 2B und 
gegebenenfalls weitere Gene aus den Tabellen 1C oder/und 2C. 

Die erfindungsgemafi als Target bereitgestellte Nukleinsauren bzw. deren 
Menge, beispielsweise die in einer Zelle exprimierte Menge, kdnnen mittels 
geeigneter Assays bestimmt und somit zur Diagnose herangezogen 
werden. Bevorzugt werden ausgehend von den hierin gelieferten 
Sequenzinformationen Sonden bereitgestellt oder gebildet, welche an die in 
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den Tabellen gezeigten Nukleinsauren binden. Hierzu konnen beispielsweise 
zu den angegebenen Gene komplementare Sequenzen bzw. komplementare 
Sequenzabschnitte verwendet werden. 

Besonders bevorzugt wird mindestens ein Gen verwendet, ausgewahlt aus 



NM_003122.1 


NM 0031 22 (analysis) serine protease I 
inhibitor, Kazal type 1 J 


L47125.1 


NM 004484 (analysis) glypican 3 oder/und I 


M69148.1 


NM 002391 (analysis) midkine (neurite I 
growth-promoting factor 2) 



In einer weiteren Ausfuhrungsform ist mindestens eine der verwendeten 
Sequenzen (vgl. Schritt (i)) nicht ausgewahlt aus N33920, Y00705, 
AA610116, AA055896, AA430032, Z37987, J03464, W45320, 
M94250, AA428172, AA620881, D51276, AA156187, D31094, 
AA429472, AA1 49889, AA452724, AA401 965, AA620553, AA3931 39, 
H81070, AA007395, T48075, N801 29, AA010605, W88946, T95813, 
H58692, R97419, H80901, M29873, U56814, T67931, K03192, 
AA448002. R89811, M14777, H20543, N54053 und R40395. 

Fur spezielle Anwendungen konnen weitere Gengruppierungen oder 
Gencluster zusammengestellt werden, urn spezifische analytische 
Fragestellungen zu losen. Auf diese Weise konnen beispielsweise Cluster 
zur Diskriminierung verschiedener Tumore der Leber, z.B. gutartig-bosartig 
(z.B. Leberadenom-Leberkarzinom) oder bSsartig-bosartig (Leberkarzinom- 
Metastasen des Darmkrebs) oder Cluster zur Unterscheidung verschiedener 
Stadien einzelner Tumore erstellt werden, wobei jeweils die Gene aus den 
Tabellen 1A bis C und 2A bis C herangezogen werden, bei denen eine 
besonders deutliche oder besonders konsistente Anderung beobachtet 
werden kann. Diese Differenzierungen sind heute mit den aktuell zur 
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Verfiigung stehenden Methoden oft nicht oder nur sehr schwierig zu 
bewerkstelligen. 



Neben dem HCC, das als Karzinom von den "echten" Leberzellen. den 
Hepatocyten, ausgeht, gibt es in der Leber noch das cholangiozellulare 
Karzinom (CCC), das von den Zellen der Galtengange, den Cholangiocyten, 
ausgeht. ErfindungsgemafS konnten Expressionsmuster festgestellt werden, 
die eine eindeutige Diskriminierung dieser beiden Tumore ermdglichen. 
Gene, die eine Differenzierung zwischen den beiden Karzinomen HCC und 
CCC ermdglichen, sind in Tabelle 4, dargestellt. So wurden spezifische 
Cluster identifiziert mit Genen, die nur im CCC heraufreguliert sind. Zur 
Unterscheidung der beiden Cluster wird somit bevorzugt ein diagnostisches 
Mittel verwendet, welche mindestens eine, insbesondere mindestens 10, 
mehr bevorzugt mindestens 30 und bis zu alle in der Tabelle 4 dargestellten 
Gene, die fur CCC spezifisch sind sowie den in der Tabelle 1 dargestellten 
Genen, die fur HCC spezifisch sind als Targets nutzt. Die in Tabelle 4 
dargestellten Gene konnen aber auch genutzt werden, urn das CCC im 
Gegensatz zu Normalgewebe der nicht-malignen Gewebe zu unterscheiden. 
Gemeinsam mit den in Tabelle 1, insbesondere in Tabelle 1 A dargestellten 
Genen kdnnen sowohl HCC als auch CCC urn nicht-malignen bzw. 
normalen Lebergewebe unterschieden werden. 

Das Vorhandensein eines konsistenten Musters genetischer Veranderungen 
beim HCC, wie es erfindungsgemaB festgestellt worden ist, bietet 
prinzipiell die Moglichkeit. verschiedene Stadien, Ursachen oder/und 
Subgruppen des HCC im Hinblick auf bestimmte genetische Muster zu 
untersuchen. So kann hier z.B. ein Hinweis auf die Wahrscheinlichkeit der 
Entstehung eines bosartigen Tumors aus bereits vorgeschadigtem Gewebe 
gegeben werden. Ein solches Muster bietet zudem auch die Moglichkeit, 
bei der histologischen Unterscheidung zwischen Tumorzellen und nicht 
malignen transformierten Zellen eindeutig zu differenzieren. So kann eine 
weitgehenduntersucherunabhangigeDiagnosegestellt werden IGenCluster- 
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Analyse - Genompathologie, Genprofilpathologie). Weiterhin konnen 
anhaltend uberexprimierte Gene (bzw. die von ihnen codierten Proteine) als 
wesentlich spezifischere und - wenn sie bereits in fruhen Stadien der 
Tumorentstehung auftauchen - sensitivere Tumormarker als die bislang 
bekannten und angewandten fungieren. Die selektierten Gene konnen auch 
als Kopplungsstelle fur potenzielle therapeutische Targets benutzt werden. 

ErfindungsgemalS ist es weiterhin nioglich, zwischen verschiedenen Formen 
bzw. Subgruppen von HCC zu differenzieren. So kann beispielsweise das 
AFP positive vom AFP negativen HCC unterschieden werden. 

Weiterhin kann erfindungsgemafc bei Virus Hepatitis-bedingten HCCs eine 
eindeutige Subgruppeninformation hinsichtlich Hepatitis B-bedingten HCC 
und Hepatitis C-bedingten HCC vorgenommen werden. Dies ist 
insbesondere deshalb von Bedeutung, da diese beiden Erkrankungen die 
Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung eines HCCs darstellen, Gencluster, 
die bevorzugt zur Unterscheidung zwischen Hepatitis B- und Hepatitis C- 
bedingtem HCC eingesetzt werden, sind in den Tabellen 3A, 3B, 3C und 
3D dargestellt. Eine eindeutige Zuordnung von Virus-Hepatitis-bedingten 
HCCs ist aufgrund der Bedeutung der Hepatitis B und C als Risikofaktoren 
sowie der relativen schlechten 5-Jahresuberlebensraten des HCCs von 
besonderer Bedeutung. Nur fruhe Tumorstadien konnen einer chirurgischen 
Therapie zugefuhrt werden. Fruhzeitige Prognoseparameter fur Virus- 
Hepatitis-Patienten, wie durch die erfindungsgemafSen Gene und 
insbesondere die erfindungsgemaBen Clusteranalysen bereitgestetlt sind 
hier fur eine erfolgreiche Therapie von essenzieller Wichtigkeit. Weiterhin 
kann erfindungsgemaft ein gezieltes Screening von Risikogruppen mit Hilfe 
der hierin bereitgestellten Daten erfolgen. Weiterhin hervorzuheben ist die 
Mdglichkeit, einen Serummarker fur die Entstehung eines HCCs 
bereitzustellen sowie die Moglichkeit eines auf den hierin prasentierten 
Daten basierenden Anti-HCC-lmpfstoffes fur die genannten Risikogruppen, 
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ErfindungsgemaS ist es weiterhin moglich neben Hepatitis B- und Hepatitis 
C-bedingter HCC auch die Alkohol-toxisch bedingte HCC zu differenzieren. 

Ein weiterer Vorteil der mit der vorliegenden Erfindung erhalten werden 
kann, ist, dass mit den erfindungsgemafc bereitgestellten Genen eine 
Risikogruppendiagnose durchgefiihrt werden kann. Hierzu werden 
beispielsweise Hepatitis B oder Hepatitis C Erkrankte untersucht und 
anhand der uber- oder unterexprimierten Gene in entsprechende 
Risikogruppen eingeteilt. 

Zur Bestimmung von Subgruppen von HCC werden bevorzugt Gene aus der 
Tabelle 3 verwendet. Durch Bestimmung der in Tabelle 3 angegebenen 
Gene kann insbesondere zwischen HCV-bedingtem HCC, HBV-bedingtem 
HCC und Alkohol-toxisch-bedingtem HCC unterschieden werden. Tabelle 
3A zeigt Gene, die bei HCV-bedingter HCC heraufreguliert sind, Tabelle 3B 
zeigt Gene, die bei HCV-bedingtem HCC heraufreguliert und bei HBV- 
bedingtem HCC herabreguliert sind (echte differenzielle Regulation), Tabelle 
3C zeigt Gene, die bei HBV-bedingtem HCC heraufreguliert sind und 
Tabelle 3D zeigt Gene, die bei HBC-bedingtem HCC heraufreguliert und bei 
HCV-bedingtem HCC herabreguliert (echte differenzielle Regulation) sind. 
Zur Subgruppendiagnose wird ein Assay eingesetzt, welcher bevorzugt 
mindestens eines, insbesondere mindestens 10, mehr bevorzugt 
mindestens 20 und bis zu alle in der Tabelle 3 angegebenen Gene ermitteln 
kann. 

Aus den in den Tabellen dargestellten Gene sind foetal exprimierte Gene als 
Tumormarker von besonderem Interesse. Fur Therapieansatze eignen sich 
insbesondere Gene, die fur Rezeptoren codieren sowie Onkogene als auch 
in den Zellzyklus involvierte Gene (cdc) und Signaltransduktionselemente. 



Werden die Genprodukte (Proteine) oder ein Teil davon ins Blut sezerniert, 
so bestehtein enorm hohes Potenzial fur ein einfaches Detektionsverfahren 
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fOr die Entstehung eines HCC. Mit Hilfe dieser Marker bzw. dieses 
Detektionsverfahrens konnen beispielsweise in Form eines einfachen 
Serumbluttests Risikopatienten auf die Entstehung eines HCC problemlos, 
sicher und schnell getestet werden. In der Folge konnte bei einem positiven 
Detektionstest dann eine weitere spezifisch auf das Ergebnis dieses Tests 
abgestimmte Diagnostik oder/und Therapie durchgefuhrt werden. Eine 
Detektion von tumorspezifischen Zelloberflachenproteinen ist damit ebenso 
moglich. 

Die Erfindung umfasst somit Gensequenzen als diagnostisches 
Nachweisverfahren und als potenzielle therapeutische Angriffspunkte im 
Zusammenhang mit einem HCC sowie ein HCC-spezifisches Cluster aus 
z.B. 150 Genen (Indikatorgene. - Genompathologie) als einzigartiges 
diagnostisches Instrument. 

Der wirtschaftliche Nutzen ergibt sich einerseits z.B. in der Benutzung der 
Expressionsmuster als Detektionsverfahren fur die molekulare 
Tumoridentifikation (spezifische Serummarker, spezifische GenCluster, 
immunhistochemische Marker), andererseits konnen jene Gene, welche als 
geeignet fur therapeutische Ansatze fur molekulare Therapien wie 
Gentherapie und/oderTumorvakzinierungangesehen werden, entsprechend 

gepriift und zur Therapieentwicklung herangezogen werden. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Diagnose von HCC, bei 
den man in einer Probe die Menge an mindestens einer Nukleinsaure. die in 
Tabelle 1 oder/und Tabelle 2 gezeigt sind bzw. eines davon codierten 
Proteins bestimmt. In einer speziellen Ausfiihrungsform wird die Menge an 
mindestens einer Nukleinsaure bestimmt, die nicht N33920, Y00705, 
AA610116. AA055896, AA430032, Z37987, J03464, W45320, 
M94250, AA428172, AA620881, D51276, AA156187, D31094, 
AA429472, AA1 49889. AA452724, AA401 965, AA620553, AA3931 39, 
H81070, AA007395, T48075, N80129, AA010605, W88946, T95813, 
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H58692, R97419, H80901, M29873, U56814, T67931, K03192, 
AA448002, R89811, M14777, H20543. N54053 Oder R40395 ist. 

Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Therapie von HCC, bei 
dem man die Menge an mindestens einer Nukleinsaure, die in Tabelle 1 
oder/und in Tabelle 2 gezeigt sind oder eines davon codierten Proteins 
beeinflusst. Die Beeinflussung kann eine Erhohung oder Verminderung der 
Menge umfassen, beispielweise durch Zugabe der mindestens einen 
Nukleinsaure bzw. eines davon codierten Proteins oder durch Abfangen 
von in Uberschuss produzierten Genen, beispielsweise durch Antisense- 
Molekule oder geeignete Antikorper. In einer speziellen Ausfuhrungsform 
wird die Menge an mindestens einer Nukleinsaure beeinflusst, die nicht 
N33920, Y007O5, AA61 01 1 6. AA055896, AA430032, Z37987, J03464, 
W45320, M94250, AA428172, AA620881, D51276, AA156187, 
D31094, AA429472, AA1 49889. AA452724, AA401965, AA620553, 
AA393139. H81070, AA007395, T48075, N80129, AA010605. 
W88946, T95813, H58692, R97419, H80901. M29873. U56814, 
T67931, K03192, AA448002, R89811, M 14777, H20543, N54053 oder 
R40395 ist. 

Die Erfindung umfasst weiterhin ein HCC-spezifisches Cluster bzw. ein mit 
HCC assoziiertes Expressionsprofil, welches mindestens 30, insbesondere 
mindestens 40 und bis zu alle der Gene Nr. 1 bis 55 der Tabelle 1A 
und/oder Nr. 1 bis 63 der Tabelle 2A umfasst. 

Die mittels Genchipanalyse identifizierten Gene sind in den Tabellen 1 und 
2 dargestellt. In den Tabellen sind die Datenbankzugangsnummern der 
Gene sowie die Bezeichnung der Gene bzw. das von ihnen codierte 
Polypeptid bzw. EST Nummer angegeben. 



Die Tabelle 1 A zeigt Gene, die in einem humanen primaren HCC, verglichen 
mit nicht krebsartigen Leberzellen heraufreguliert sind, und zwar in 100 % 
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der untersuchten Patienten um mindestens das 1,5fache. Ebenfalls 
angegeben ist das AusmaR der Heraufregulierung. 

Tabelle 1B zeigt Gene, die beim humanen primaren HCC, verglichen mit 
nicht krebsartigen Leberzellen, bei 80 % der untersuchten Patienten 
heraufreguliert waren und 

Tabelle 1C zeigt Gene, die in humanem primarem HCC, verglichen zu nicht 
krebsartigen Leberzellen; bei 60 % der untersuchten Zellen heraufreguliert 
waren, 

Tabelle 2A zeigt Gene, die bei 100 % der untersuchten HCC-Patienten im 
Vergleich zu normalem Lebergewebe herabreguliert sind. 

Tabelle 2B zeigt Gene, die beim humanen primaren HCC im Vergleich zu 
nicht krebsartigen Leberzellen bei 80 % der Patienten um mindestens das 
1,5fache herabreguliert sind. 

Tabelle 2C zeigt Gene, die beim humanen primaren HCC, verglichen mit 
nicht krebsartigen Leberzellen, bei 60 % der Patienten herabreguliert sind. 

Die in den Tabellen 1 und 2 angegebenen Gene werden jeweils mindestens 
1,5-fach herauf- bzw. herunterreguliert. 

Alle in den Tabellen 1 und 2 gezeigten Gene erfullen stringentere Kriterien 
als AFP und IGFI! und sind den bekannten Markern deutlich uberlegen. 

Tabelle 3A zeigt Gene, die in 100 % der HCV-bedingten HCCs 
heraufreguliert sind. 



Tabelle 3B zeigt Gene, die bei HCV-bedingtem HCC heraufreguliert und bei 
HBV-bedingtem HCC herabreguliert sind (echte differenzielle Regulation). 
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Tabelle 3C zeigt Gene, die in 100 % der HBV-bedingten HCCs 
heraufreguliert sind. 

Tabelle 3D zeigt Gene, die bei HBV-bedingtem HCC heraufreguliert und bei 
HCV-bedingtem HCC herabreguliert sind (echte differenzielle Regulation). 

Tabelle 4 zeigt Gene, die im CCC heraufreguliert und im HCC nicht 
differenziell reguliert sind. 

Die Erfindung wird durch folgende Beispiele und Figuren weiter erlautert. 

Bei den Genexpressionsanalysen handelt es sich um eine Auswahl der 
signifikant uber- (Rottone) und unterexprimierten (Gruntone) Gene Wertikal 
aufgetragen) aus den jeweiligen Gewebeproben (horizontal dargestellt). Die 
Farben verdeutlichen die signifikanten Unterschiede in den Aktivitaten der 
Gene. Eindrucksvoll kann nicht nur Tumorgewebe von "normalem" 
Lebergewebe unterschieden werden, sondern ebenso eine eindeutige 
Differenzierung zwischen gutartigen Leberveranderungen (Adenomen) oder 
Metastasen eines Kolonkarzinoms und dem hepatozellularen Karzinom 
{Tumor = HCC) vorgenommen werden. 

Figur 1 zeigt eine Genclusteranalyse eines Leberzelladenoms im 
Vergleich zum HCC. Jede Spur in der Figur zeigt eine Gewebeprobe, die 
einzelnen Farbpixel pro Spur jeweils ein Gen bzw. ein Hybridisierungssignal. 
In den einzelnen Spuren sind HCC-Tumorgewebe (T) bzw. Adenomgewebe 
(A) aufgetragen. Ein roter Farbpixel bedeutet, dass das entsprechende Gen 
in der Probe (iberexprimiert ist, ein gruner Farbpixel, dass das 
entsprechende Gen unterexprimiert ist. Eingesetzt wurde eine Subgruppe 
an Genen aus dem Gesamtkollektiv. welche die starkste differenzielle 
Differenzierung zwischen den beiden Entitaten "Leberzelladenom = 
gutartige Neubildung" und "HCC = bosartige Neubildung" erlaubte. 
Aufgrund der Analyse ist eine 100 %ige Differenzierung (siehe rechte 
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Seite) moglich. Ziel der Untersuchung war es, eine moglichst eindeutige 
Differenzierung der beiden Entitaten auf moglichst einfachem Wege zu 
erhalten. Aus Figur 1 kann man deutlich ersehen, dass auf einfache Weise 
eine Unterscheidung der verschiedenen Zelltypen, selbst fur einen Laien 
oder ungeschultes Personal, moglich ist. 

Figur 2 zeigt die Subklassifizierung verschiedener Raumforderungen 
der Leber mittels zweidimensionaler Clusteranalyse. Insbesondere zeigt 
Figur 2 eine Darstellung des Prinzips der Methodik der zweidimensionalen 
Clusteranalyse. Es wurden die Gencluster von 1 3 Raumforderungen erstellt. 
Wie erkennbar, kann die Clusteranalyse die Cluster differenzieren und die 
Intensitat der Beziehungen der Cluster zueinander darstellen. 

Figur 3 zeigt eine Genclusteranalyse von AFP-positiven und AFP- 
negativen HCC-Gewebeproben. Insbesondere zeigt Figur 3 eine 
Differenzierung zwischen zwei verschiedenen Formen des HCC, namlich 
des AFP positiven {Bahn 2, 3 im oberen Cluster) vom AFP negativen (Bahn 
2,3 im unteren Cluster) HCC. Wie ersichtlich sind neben dem AFP auch 
mehrere weitere Gene koreguliert. Ziel der Untersuchung war es, zu zeigen, 
dass weitere Gene mit dem AFP korrelieren und welche Gene diese sind 
(z.B. weitgehend fetal uberexprimierte Gene}. 

Figur 4 zeigt eine Differenzierung zwischen nicht viral induziertem 
und HCV induziertem HCC. Insbesondere zeigt Figur 4 eine Differenzierung 
zwischen zwei verschiedenen Formen des HCC, namlich des viral 
induzierten (jeweils Bahn 2,5) vom nicht-viral induzierten {jeweils Bahn 
1,3,4,6} HCC. Wie ersichtlich, sind spezifische Gencluster in dem viral- 
induzierten HCC uberexprimiert. Ziel der Untersuchung war es, zu zeigen, 
dass spezifische Gengruppen im viral-induzierten HCC im Vergleich zum 
nicht viral induzierten HCC uberexprimiert sind. 
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Figur 5 zeigt eine zweidimensionale Clusteranalyse des HCC anhand 
einer Darstellung der 700 am starksten differenziell exprimierten Gene und 
ESTs, die mindestens einfach iiber- bzw. unterexprimiert sind. 
Insbesondere zeigt Figur 5 das Prinzip der zweidimensionalen 
Clusteranalyse: Ziel der Clusteranalyse ist die Tatsache, dass es mit der 
Methodik moglich ist, mit einer bestimmten Menge an Genen einen Cluster 
zu identifizieren, welcher eine eindeutige Differenzierung zu anderen 
Entitaten des gleichen Gewebetyps (hier: Lebergewebe) erlaubt. Dabei ist 
die exakte Anzahl der erfassten Gene unerheblich, da selbst geringfiigige 
Unterschiede bei sehr vielen Genen eine solche Differenzierung erlauben, 
was bei Einzelanalysen von Genen mit konventioneller Methodik gerade 
nicht moglich ist. Ein Teil der Tabelle 1-2 dargestellten 1 144 Gene sind in 
der Clusteranalyse enthalten. Das Prinzip des Clusters ist unabhangig vom 
Expressionslevel einzelner Gene, sondern beruht in erster Linie auf der 
Koregulation von Gengruppen. 

Figur 6 zeigt eine Genclusteranalyse von Kolonmetastasen im 
Vergleich zu HCC-Gewebe (bei Kolon-Ca idem zum Adenom). 

Figur 7 zeigt eine Genclusteranalyse von HCV gegenuber HBV 
induziertem HCC (bei HBV und HCV idem zum Adenom). 

BejspjeJ 1 Bestimmung von Genen, die in humanem primaren HCC herauf- 
oder herabreguliert sind 

Es wurde ein Chip mit 7000 menschlichen Genen eingesetzt, wobei die 
Selektion durch spezifische Hybridisierung mit hochgereinigtem 
Leberkrebsgewebe (RNA) erfolgte. Dabei wurde auf hohe Stringenz, hohe 
Robustheit und hohe Konsistenz sowie Spezifitat geachtet. Durch die 
primar digitale Aufbereitung der Daten ist eine Clusteranalyse mit hoher 
Spezifitat moglich. Darauf beruht die letztendliche Selektion (durch 
stringente Auswahlkriterien) einzelner Gene aus der Basis von mehreren 
tausend untersuchten Genen. 
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Beispiel 2 Spezifitat der Gene 

In diesem Beispiel wird die wesentlich hohere Spezifitat und Sensitivitat 
von zwei Genen aus den Tabellen 1 und 2 im Vergleich zu bekannten, 
derzeit in der Klinik benutzten Markern zum Nachweis eines 
hepatozellularen Karzinoms (HCC) gezeigt. In der Tabelle A ist der bekannte 
AFP-Marker dargestellt, welcher bei einigen HCC-Tumoren hoch-, bei 
anderen herunterreguliert ist. Dies entspricht der klinischen Erfahrung, 
wonach der AFP-Marker in ca. 1/3 aller HCCs uberexprimiert ist und somit 
keine hohe Sensitivitat besitzt. Auch der bekannte Marker IGF II {Insulin 
growth factor li) zeigt eine vergleichbar geringe Sensitivitat. 

Im Vergleich dazu sind die beiden erfindungsgemaft bereitgestellten Gene 
RAIF (M69148.1; Nr. 3 in Tabelle 1A) und HMG (NM 002131.1; Nr. 7 in 
Tabelle 1A) in jedem der HCCs eindeutig uberexprimiert (mindestens um 
das 3-fache). Deshalb sind diese Gene als potenzielle Marker den 
bekannten Markern deutlich uberlegen und konnen auch als therapeutische 
Targets herangezogen werden. 

Tabelle A: 

I Q EH MM EflflE^^KX El EflHE^DK£2i K9 



Raif 24 22 81 . 24 45 23 4 15 9 40 23 



HMG 10 30 32 4 3 14 3 6 12 20 3 14 
AFP 52 71 1 2 -U -2 -1.4 1,8 7 49 1,4 2,1 
IGF 1 1 -4 2,3 24 25 -1,6 -2,3 -1,5 3 3,4 -1,2 2,6 ~8 
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NM 002166 inhibitor of DNA binding 2, dominant negative helix-loop-helix protein 


NM 017933 hypothetical protein FLJ20701 I 


NM 005835 solute carrier family 17 (sodium phosphate), member 2 I 


NM 020676 lipase Drotein I 


NM 006888 calmodulin 1 (phosphorylase kinase, delta) I 


NM 000062 complement component 1 inhibitor precursor I 


NM 005627 serum/glucocorticoid regulated kinase 


NM_002716 protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit A (PR 65), beta 
isoform 


NM 000030 alanine-glyoxylate aminotransferase I 


NM 000167 glycerol kinase 


NM 005746 pre-B-cell colony-enhancing factor 1 


NM 006033 endothelial lipase precursor 1 


NM 031476 hypothetical protein DKFZp434B044 


NM 006472 thioredoxin interacting protein 


Human mRNA for mitochondrial short-chain enoyl-CoA hydratase, complete cds 


Human liver 2,4-dienoyl-CoA reductase mRNA, complete cds 


NM 001150 membrane alanine aminopeptidase precursor 


NM 001734 complement component 1 , s subcomponent 


NM 006209 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2 (autotaxin) 


NM 014367 hypothetical protein, estradiol-induced 5 


Cluster Incl. AI970898:wr21c03.x1 Homo sapiens cDNA, 3 end /cione=iMAub-^4B8i24 
/clone end=3 /gb=AI970898 /gi=5767724 /ug=Hs.234898 /len=382 


Human microsomal glutathione transferase (GST12) gene, 5' sequence 


L-arginine:glycine amidinotransferase [human, kidney carcinoma cells, mKNA, zsw ntj 


INM 001758 NM 053056 cyclin D1 


INM 004099 erythrocyte membrane protein band 7.2 (stomatin) 


|NM 001085 alpha-1-antichymotrypsin, precursor 


|NM 003500 acyl-Coenzyme A oxidase 2, branched chain 


NM 000115 endothelin receptor type B, isoform 1 NMJ)03991 endothelin receptor type ts 
isoform 2 


INM 001546 inhibitor of DNA binding 4, dominant negative helix-loop-helix protein 
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Anspruche 



5 



10 



15 



2. 

20 

3. 
4. 

25 

5. 



Verwendung mindestens einer Nukleinsaure, die 

(i) in Tabelle 1 oder in Tabelle 2 gezeigt ist, 

(ii) einer Sequenz aus (i) im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes entspricht, 

(iii) eine Teilsequenz einer Sequenz aus (i) oder/und (ii) mit einer 
Lange von mindestens 20, insbesondere mindestens 25, 
vorzugsweise mindestens 50 und mehr bevorzugt mindestens 
100 Nukleotiden aufweist, 

(iv) mit einer Sequenz aus (i), (ii) oder/und (iii) unter stringenten 
Bedingungen hybridisiert oder/und 

(v) eine zu einer Sequenz aus (i), (ii), (iii) oder/und (iv) 
komplementare Sequenz aufweist, 

oder eines von einer solchen Nukleinsaure codierten Polypeptids als 
Target fur das hepatozellulare Karzinom (HCC). 

Verwendung nach Anspruch 1 zur Diagnose von HCC. 

Verwendung nach Anspruch 1 zur Therapie von HCC. 

Verwendung nach Anspruch 1 in einem Screeningverfahren zur 
Identifizierung neuer Wirkstoffe fur HCC. 

Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass mindestens 10 Nukleinsauren eingesetzt werden. 



30 6. 



Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass mindestens 10 Targets, ausgewahlt aus Nukleinsauren, die 
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(i) in Tabelle 1 gezeigt sind, 

(ii) einer Sequenz aus (i) im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes entsprechen, 

(iii) Teilsequenzen davon mit einer Lange von mindestens 25, 
vorzugsweise mindestens 50 und mehr bevorzugt mindestens 
100 Nukleotiden aufweisen, 

(iv) mit einer Sequenz aus (i), (ii) oder/und (iii) unter stringenten 
Bedingungen hybridisieren oder/und 

(v) eine zu einer Sequenz aus (i), (ii), (iii) oder/und (iv) 
komplementare Sequenz aufweisen und 

davon codierten Polypeptiden sowie mindestens 10 Targets, 
ausgewahlt aus Nukleinsauren, die 

(i) in Tabelle 2 gezeigt sind, 

(ii) einer Sequenz aus (i) im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes entsprechen, 

(iii) Teilsequenzen davon mit einer Lange von mindestens 25, 
vorzugsweise mindestens 50 und mehr bevorzugt mindestens 
100 Nukleotiden aufweisen, 

(iv) mit einer Sequenz aus (i), (ii) oder/und (iii) unter stringenten 
Bedingungen hybridisieren oder/und 

(v) eine zu einer Sequenz aus (i), (ii), (iii) oder/und (iv) 
komplementare Sequenz aufweisen 

und davon codierten Polypeptiden eingesetzt werden. 

Verwendung nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass mindestens 10 Targets, insbesondere mindestens 20 Targets, 
ausgewahlt aus Nukleinsauren, die 

(i) in Tabelle 1A gezeigt sind, 

(ii) einer Sequenz aus (i) im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes entsprechen, 



WO 03/010336 




PCT/EP02/08305 



(iii) Teilsequenzen davon mit einer Lange von mindestens 25, 
vorzugsweise mindestens 50 und mehr bevorzugt mindestens 
100 Nukleotiden aufweisen, 

(iv) mit einer Sequenz aus (i), (ii) oder/und (iii) unter stringenten 
Bedingungen hybridisieren oder/und 

(v) eine zu einer Sequenz aus (i), (ii), (iii) oder/und (iv) 
komplementare Sequenz aufweisen und/oder 

davon codierten Polypeptiden sowie mindestens 10 Targets, 
insbesondere mindestens 20 Targets, ausgewahlt aus 
Nukleinsauren, die 

(i) in Tabelle 2A gezeigt sind, 

(ii) einer Sequenz aus (i) im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes entsprechen, 

(iii) Teilsequenzen davon mit einer Lange von mindestens 25, 
vorzugsweise mindestens 50 und mehr bevorzugt mindestens 
100 Nukleotiden aufweisen, 

(iv) mit einer Sequenz aus (i), (ii) oder/und (iii) unter stringenten 
Bedingungen hybridisieren oder/und 

(v) eine zu einer Sequenz aus (i), (ii), (iii) oder/und (iv) 
komplementare Sequenz aufweisen 

und/oder davon codierten Polypeptiden eingesetzt werden. 



8. Verwendung nach Anspruch 6 oder 7, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass ein HCC-spezifisches Muster mindestens bestehend aus den 
Genen Nr. 1-55 der Tabelle 1A, Nr. 46-75 der Tabelle 1 B, Nr. 1-63 
der Tabelle 2A und Nr. 64-75 der Tabelle 2A eingesetzt wird. 



9. Verwendung mindestens einer Nukleinsaure, die 

(i) in Tabelle 3 gezeigt ist, 

(ii) einer Sequenz aus (i) im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes entspricht, 
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(iii) eine Teilsequenz einer Sequenz aus (i) oder/und (ii) mit einer 
Lange von mindetens 20, insbesondere mindestens 25, 
vorzugsweise mindestens 50 und mehr bevorzugt mindestens 
100 Nukleotiden aufweist, 

(iv) mit einer Sequenz aus (i), (ii) oder/und (iii) unter stringenten 
Bedingungen hybridisiert oder/und 

(v) eine zu einer Sequenz aus (i), (ii), (iii) oder/und (iv) 
komplementare Sequenz aufweist, 

Oder eines von einer solchen Nukleinsaure codierten Polypeptids zur 
Diagnose von Subgruppen des hepatozellularen Karzinoms (HCC). 

10. Verwendung nach Anspruch 9 zur Differenzierung zwischen 
Hepatitis B-bedingtem HCC und Hepatitis C-bedingtem HCC. 

11. Verwendung mindetens einer Nukleinsaure, die 

(i) in Tabelle 4 gezeigt ist, 

(ii) einer Sequenz aus (i) im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes entspricht, 

(iii) eine Teilsequenz einer Sequenz aus (i) oder/und (ii) mit einer 
Lange von mindestens 20, insbesondere mindestens 25, 
vorzugsweise mindestens 50 und mehr bevorzugt mindestens 
100 Nukleotiden aufweist, 

(iv) mit einer Sequenz aus (i), (ii) oder/und (iii) unter stringenten 
Bedingungen hybridisiert oder/und 

(v) eine zu einer Sequenz aus (i), (ii), (iii) oder/und (iv) 
komplementare Sequenz aufweist, 

Oder eines von einer solchen Nukleinsaure codierten Polypeptids zur 
Differenzierung zwischen cholangiozellularem Karzinom (CCC) und 
hepatozellularem Karzinom (HCC). 



12. Verfahren zur Diagnose von HCC, 

dadurch gekennzeichnet, 
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dass man in einer Probe die Menge an mindestens einer 
Nukleinsaure, die in Tabelle 1 oder/und Tabelle 2 gezeigt sind, 
bestimmt. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man die Menge an mindestens 10, insbesondere mindestens 
20, vorzugsweise mindestens 50 Nukleinsauren, die in Tabelle 1 
Oder in Tabelle 2 gezeigt sind, bestimmt. 

14. Verfahren zur Therapie von HCC, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man die Menge an mindestens einer Nukleinsaure, die in 
Tabelle 1 oder/und in Tabelle 2 gezeigt sind, beeinflusst. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man eine Nukleinsaure beeinflusst ausgewahlt aus Genen fur 
Rezeptoren, Onkogenen, in den Zellzyklus involvierten Genen (cdc) 
oder/und Signaltransduktionselementen. 

1 6. HCC-spezifischer Cluster, umfassend mindestens 30 der Gene Nr. 1- 
55 der Tabelle 1 A, und mindestens 30 Gene der Nr. 1-63 der Tabelle 
2A. 

17. Expressionsprofil, insbesondere zur Verwendung als diagnostisches 
Mittel, assoziiert mit HCC, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass es mindestens 30 der Gene Nr. 1-55 der Tabelle 1A urn 
mindestens das 1 ,5fache erhdht und mindestens 30 der Gene Nr. 1- 
63 der Tabelle 2A um mindestens das 1 ,5fache verringert gegeniiber 
nicht krebsartigen oder normalen Leberzellen aufweist. 
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